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RESUMO

No auxilio da prevencdo e do desenvolvimento da aterosclerose, os alimentos
funcionais, como a linhaca e a chia, tem uma importante funcdo, pois sao
compostos por acidos graxos poli insaturados os quais estdo relacionados a
protecdo cardiovascular. Desta forma o objetivo deste trabalho € analisar os
efeitos destes alimentos na aterogénese de coelhos submetidos a uma dieta
hipercolesterolémica a 0,25% de gema de gema de ovo liofilizado. Para o
experimento, foram utilizados 38 coelhos machos albinos, randomizados
conforme a ingestao de dietas por 12 semanas: (G1) Controle, dieta Padrao; (G2)
Grupo Hipercolesterolemico, dieta padrao acrescida de 0,25% colesterol de gema
de ovo liofilizado; (G3) Grupo Chia, com a dieta do G2, acrescida de Chia
triturada, e (G4) Grupo Linhaca, dieta do G2, acrescida de linhaga triturada.
Todos os grupos passaram por analises bioquimicas (CT, HDL-c, LDL-c, TG) no
inicio e término do estudo, e imunohistoquimicas (ICAM e TNF-alfa) apds
eutanasia. Apresentaram elevacdo de CT nos grupos (G2, G3 e G4) com
diferenca entre (G1xG3) (p=0,008); aumento de HDL-c em G4 (15,79mg/d| para
28,16mg/dl), porém ndo significativa. Nao observou-se reducéo de LDL-c entre os
grupos. A reducado de TG foi confirmada no grupo G3(chia) (74,67mg/dl para
34mg/dl) e G4(linhaga) (78,44mg/dl para 22,5mg/dl). O ICAM nao apresentou
diferenca, porém com pequena redugcdo em G3. Nos resultados de TNFa
demostrou-se relevancia estatistica, observada entre G1xG2 (p=0,003); G2XG3
(p=<0,001) e G2xG4 (p=0,003). Houve a diminui¢gado do processo inflamatdrio no
grupo chia e linhaga, através dos resultados do TNFa e redugdo nos niveis
plasmaticos de triglicerideos no grupo que ingeriu farinha de linhaga, constatando
a eficiéncia deste na prevencao de doencgas cardiovasculares.

Palavras-Chave: Linhacga, Chia, aterosclerose, dieta hipercolesterolémica,
coelhos.
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1. INTRODUGAO

No Brasil as doengas cardiovasculares sdao uma das mais importantes
causas de mortalidade, com 30% de todas as causas de obito!. Uma caracteristica
destas doengas € a presenga da aterosclerose. Em geral, as principais
manifestagdes clinicas, como o acidente vascular cerebral e o infarto do miocardio,
s30 causados pelo processo aterosclerotico?.

Esta bem definido que os fatores de risco para aterosclerose sao
determinados por processos ambientais como habitos alimentares inadequados,
sedentarismo e a obesidade, associados as mudancgas no estilo de vida como a
cessacao do tabagismo e o controle estresse psicoemocional. Todos estes
fatores somados a doengas como a dislipidemia, hipertensao arterial e diabetes
23 contribui para a formagao da doenca aterosclerética, sendo que o diagndstico e
o tratamento possuem um elevado custo, e por isso, é fundamental o estimulo a
praticas de prevencao e retardo da evolugdo da mesma®.

A aterosclerose € uma doencga inflamatdria, de evolugao lenta, que tem o
seu inicio com a disfuncado endotelial. Acomete a camada intima das artérias de
médio e grande calibre®. Este processo ocorre lentamente ao longo de
décadas®’89,

Para auxiliar no tratamento do desenvolvimento da placa aterosclerdtica,
muitos alimentos com propriedades funcionais/nutracéuticas tém sido estudados
por apresentarem a sua composicao, fibras dietéticas, fitoesterdis, acidos graxos
O0mega-3, antioxidantes e polifenois'®!", podendo efetivamente contribuir para a
diminuicdo do processo aterosclerético. Dentre esses alimentos iremos destacar
dois com grande potencial funcional: Farinha de linhaga (Linun usitatissimum) e a
Farinha de chia (Salvia hispénica).

A farinha de linhaga apresenta trés componentes com ag¢des importantes:
fitoestrogenos (lignana secoisolariciresinol-SDG), fibra soltvel e acido a-linolénico
(0-3), os quais atuam como cardioprotetores’?13.14.15.16  Quando a composigdo
nutricional da farinha de linhaga é analisada, observa-se que é constituida por

41% de gorduras, 28% de fibra dietética, 21% de proteinas, carboidratos,
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vitaminas e minerais. A fonte lipidica da linhaga é constituida em 55% por acidos
a -linolénico™.

Ja a farinha de chia € um alimento que reapareceu a pouco tempo. A
Salvia hispanica L. como é cientificamente chamada é uma planta herbacea
anual da familia da menta (Labiatae), nativa do sul do México e do Norte da
Guatemala', seu cultivo foi interrempido no século XVI quando os
conquistadores invadiram a América, e alegavam que sua farinha era
considerada sacrilega’. Porém hoje conta com variedades tradicionais ricas em
acidos graxos a -3, e também ricas em acidos graxos a-6. Sua composi¢cao
apresenta muitos beneficios para a saude humana pois contem 30 -35% gordura,
32- 40% fibra, 22 % proteina, 37- 42% carboidrato, antioxidantes, vitaminas e
mineiras. Observa-se que a grande constituicdo da chia é referente a sua fonte
lipidica a qual possui entre 60 e 68% de acidos a -linolénicos, uma concentragao
maior que a da linhaca, 22% de acido a - linoléico?%-2".

Em estudo realizada por Chicco et al®?, 72 ratos foram distribuidos
aleatoriamente e alimentados com uma dieta rica em sacarose mais a adicdo de
farinha de chia, e dieta com 6leo de milho, durante 5 semanas. Observou-se no
experimento um aumento significante de HDL- colesterol em 66,2% na dieta de chia. Ja
em relagado aos acidos graxos poli insaturados, observou-se que quando a farinha de
chia substituiu o 6leo de milho como a fonte de gordura alimentar os niveis
séricos do a -3, ALA, EPA e DHA, foram significativamente mais elevados em
comparagao com aqueles obtidos no grupo de 6leo de milho.

Em estudo com 100 individuos durante quatro semanas foi avaliado a
ingestdo das farinhas de chia nos grupos de teste (n = 25) com quantidade de
2,5, 5,0 ou 10,0 g / dia, sendo que o grupo controle recebeu 4,0 g de farinhas de
girassol / dia. Como resultado observou-se uma significante redugéo da presséo
arterial Sistdlica no grupo teste em relacdo com a dieta controle, diminuindo
significativamente fibrinogénio e proteina C-reativa (PCR)%.

Nesses estudos observa-se que os acidos graxos poli insaturados estao
associados com protecao cardiovascularm, paralelamente porque promovem uma
variedade de agdes como: a competicdo com o acido araquidonico na formagao

de prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos; a inibicdo da agregacéao
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plaquetaria (efeito antitrombaotico) e estimulagédo da vasodilatagdo; a produgéo de
efeitos anti inflamatorios e redugdo da quimiotaxia dos leucdcitos?4.

Diante dos fatores supracitados ¢é de extrema importancia e
enriquecimento para o meio cientifico e do senso comunitario o estudo das

propriedades funcionais da farinha de linhaga e da farinha de chia.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho é avaliar os efeitos da farinha da linhagca e da
farinha de chia na aterogénese de coelhos submetidos a uma dieta

hipercolesterolémica a 0,25% de gema de ovo liofilizado.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Alimentar coelhos com dieta hipercolesterolémica acrescida com farinha de
chia e linhaga e verificar o perfil lipidico dos coelhos que receberam essa
dieta.

e Avaliar histologicamente e imunohistoquimicamente as aortas dos quatro
grupos estudados.

e Comparar os resultados obtidos com animais alimentados com farinha de

chia e linhaga.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 ATEROSCLEROSE

A aterosclerose € uma doencga inflamatéria cronica, de origem multifatorial,
que ocorre em resposta a agressao endotelial ocasionada por varios fatores tais
como dislipidemia, hipertensdo arterial ou tabagismo. Em geral, acomete
principalmente a camada intima de artérias de médio e grande calibre’, formando
ateromas. Os ateromas sao placas compostas especialmente por lipideos e tecido
fibroso, que se formam na parede dos vasos, estes levam a diminuigao progressiva
do diametro do vaso, podendo chegar a obstrug¢ao da luz arterial.

Os principais participantes do processo aterosclerético incluem endotélio
vascular, as células musculares lisas, além das lipoproteinas circulantes.

Alguns fatores de risco, como dislipidemia, hipertensao arterial, o excesso
de LDL-C na circulagao; a presenca de LDL oxidada (LDL-ox) na parede arterial;
o ataque dos radicais livres ocasionados pelo tabagismo, diabetes melitos,
hipertensdo, infecgdes por microrganismos, entre outros?%2%, d&do inicio a
disfuncado endotelial. Como consequéncia, a disfuncao endotelial leva ao aumento
da permeabilidade da camada intima as lipoproteinas plasmaticas favorecendo a
sua retencao no espaco subendotelial. Ja dentro do endotélio essas moléculas de
LDL passam a designarem-se LDL-oxidada, tornando-as imunogénicas, levando

a uma grande concentracéo dessa lipoproteina nesse espacgo.

3.2 A FORMACAO DE PLACAS ATEROSCLEROTICAS

Paralelamente ao processo de dano ao endotélio e permeabilidade das
lipoproteinas (LDL), existem também o surgimento de alguns mediadores de
inflamagao estimulado pela presenga de LDL oxidado, como as moléculas de
adesao leucocitaria a citar a molécula de adeséo intercelular-1 (ICAM-1) que atua
na adesdo de mondécitos, macrofagos e plaquetas circulantes no endotélio. Por
sua vez e incentivados por proteinas quimiotaticas, os mondcitos se transferem

para o espaco subendotelial onde se diferenciam em macrofagos, que por sua
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vez captam as LDL oxidadas, sendo assim chamados de células espumosas,
transformando-se no principal componente das estrias gordurosas, lesdes
macroscopicas iniciais da aterosclerose?.

Aliado a esse processo, as ceélulas musculares lisas, através de
mediadores da inflamagédo secretados pelos macrofagos, migram da camada
média arterial, para a intima, passando a produzir citocinas inflamatorias e fatores
de crescimento como o fator de necrose tumoral (TNF-a), que tem o papel
principal no desencadeamento das cascatas de citocina. Com isso, vale destacar
que as moléculas de adesdo ICAM e o TNF-qa, juntos, sdo consideradas
importantes marcadores inflamatoérios da doenga aterosclerética?’

Uma placa aterosclerética totalmente desenvolvida € formada por um
nucleo lipidico rico em colesterol e capa fibrosa. As placas ateroscleréticas
podem dividir-se em dois grupos distintos: placas estaveis e instaveis. A grande
diferenca entre elas estd no fato das placas estaveis serem constituida
principalmente por colageno, organizado em capa
fibrosa espessa e poucas células inflamatérias. Ja as placas instaveis
apresentam alta atividade inflamatoria, especialmente nas suas bordas laterais,
com grande atividade proteolitica, nucleo lipidico proeminente e capa fibrética
ténue?.

Depois de configurado o dano ao endotélio, as células saturadas de
lipideos se rompem na parede vascular, formando as estrias gordurosas, que
prgema de ovocam um remodelamento do vaso, causado pelo espessamento da
camada intima, levando a formacao de trombo, consequente, a aterotrombose e

suas manifestagdes clinicas?®2°.
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Figura 1. Formagao da placa aterosclerética
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3.3 ALIMENTOS FUNCIONAIS

Os alimentos funcionais surgiram no Japdo, na década de 80, com a
finalidade de desenvolver alimentos saudaveis a populacdo que envelhecia,
visando também, reduzir gastos com a saude publica,®® prevenir doencgas
crbnicas degenerativas e com isso, melhorar a qualidade de vida3'. Inicialmente,
inumeras denominagdes foram utilizadas para designar esses tipos de alimentos
que fornecem protecdao a saude, onde destacam-se os termos "nutracéuticos",
"planejados”, "saudaveis", "protetores" e “"farmacéuticos". Todavia, a
denominagdo que melhor se adequou a esta categoria foi a de "Alimentos
Funcionais".

De acordo com Kwak (2001) o "conceito de alimentos funcionais foi
adotado mundialmente, pois demonstrava-se que certos alimentos exerciam

beneficios fisioldgicos além de reduziam o risco de algumas doengas"3?.
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Desta forma, pode ser considerado alimento funcional os alimentos que
exercem efeito metabdlico ou fisioldgico, contribui para o bem estar fisico, reduz
o desenvolvimento de doencgas, fazendo parte de uma alimentagao cotidiana e
usual, e assim possuir efeito benéfico e duradouro. 3334,

Neste sentido, a portaria n°® 398 de 30/04/99, da Secretaria de Vigilancia
Sanitaria do Ministério da Saude no Brasil define como alimento funcional: "todo
aquele alimento ou ingrediente que, além das fung¢des nutricionais basicas, sendo
consumido como parte da dieta usual, produz efeitos metabdlicos e/ou
fisiologicos e/ou efeitos benéficos a saude, devendo ser seguro para consumo
sem supervisdo médica”®.

Esses alimentos sdo compostos por varios elementos bioativos®. Sendo
seus principais ingredientes: a fibra soluvel (aveia), w-3 (plantas esterois e ou
fitoesterois), polifendis (azeite de oliva), isoflavonas (soja) e probidticos, conforme
tabela abaixo

Alguns desses alimentos considerados funcionais ja estdo sendo vendidos
no Brasil, e essa industria apresentou um aumento nas vendas de 81% entre
2004 e 2009% , deste modo ¢é visivel a importancia de pesquisas que evidenciem

seus reais beneficios para a saude humana.

Tabela 1. Comparagao entre a composigao da farinha de chia e farinha de

linhacga.
FARINHA DE CHIA FARINHA DE LINHACA
Acido Alfa Linolénico Acido Alfa Linolénico
Fibras Fibras
Polifendis: acido clorogénico, Lignanas

acido cafeico, quercetina e kaempferol

3.3.1 Farinha de chia

A Salvia hispanica L, conhecida popularmente por Chia, € uma planta da
familia das Lamiaceae, nativa do México e da Guatemala, foi um alimento basico

importante para mesoamericanos em tempos pré-colombianos sendo consumidas




26

principalmente pelos maias e astecas para aumentar a resisténcia fisica. Nesta
época suas farinhas eram utilizadas como alimento na forma de farinha ou
farinha, bebida (mistura de farinhas com agua ou suco de lim&o), tinta e também
para a medicina®®.

Atualmente, a farinha de Chia é comercialmente cultivada no México,
Bolivia, Argentina, Equador e Guatemala®®. No Brasil, a chia é produzida
principalmente nos estados de Rio Grande do Sul e Sdo Paulo. Embora ela ndo
seja um alimento popular, em 2009, foi aprovada como ngema de ovo alimento
pelo Parlamento Europeu e pelo Conselho Europeu. No entanto, o Guia para
Comprovagao da Seguranca de Alimentos e Ingredientes, diz que a farinha de
chia é classificada como produto sem histérico de uso, ou seja, é coberto por
regulamentos técnicos especificos como alimento sem uso ou ngema de ovos
ingredientes, por isso ndo ha nenhuma evidéncia de efeitos adversos ou de
alergenicidade causados pela farinha de chia*®*'. Porém, seu consumo esta
aumentando devido as suas propriedades funcionais, seu teor de proteina, 6leo,
fibras e antioxidantes*'.

Sua composicao é principalmente por sua fonte lipidica que apresenta 25-
35%, sendo que a porgao de acido a- linolénico (ALA) compreende 60 a 68% de
sua concentragdo, ja sua porcentagem de proteina é de 17 a 24%, 37- 42% de
carboidrato, e fibra que corresponde com 18 a 22%2'342 sendo que 30% de
fibra é da forma bruta, 56% de fibra dietética total sendo 53% de fibra dietética
insoluvel e 1,3% de fibra dietética soluvel*3. Segundo alguns estudos, a farinha
contém todos os aminoacidos essenciais necessarios para a nutricdo humana,
entretanto, sua composi¢cao pode ser alterada conforme o ambiente em que ela
seja cultivada, modificando principalmente os niveis de proteina e &acidos
graxos**. Devido aos polifenois quercetina, kaemferol*> as farinhas de chia

possuem um importante papel como antioxidantes em produtos alimentares*°.

Outra caracteristica importante da farinha de chia é devido a sua elevada
quantidade de fibras (soluvel e dietética), possui um poder muito grande de
absor¢ao de liquido, e com isso a transforma em gel, ocorrendo também no
estomago. Desta forma, esse processo eleva a sensacao de saciedade, provendo

efeitos positivos em relagdo ao controle do diabetes, reducdo da
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hipercolesterolmia e muitas vezes ocasionando mudancgas benéficas na funcao
intestinal*.

Ha evidéncias que o consumo regular de acidos graxos a-3 previne
doencas cardiovasculares, aterosclerose e trombose. Neste contexto diversos
estudos apontam que o consumo de chia proporcionou um aumento do HDL
(lipoproteina de alta densidade) e diminuiu significativamente o conteudo de
triglicerideos no plasma sanguineo dos ratos*64”- As farinhas também melhoram
a tolerancia a glicose e insulina, reduzem a adiposidade visceral, diminuem a

esteatose hepatica e reduzem fibrose cardiaca e hepatica em ratos*’.

3.3.2 Acido alfa-linolénico

Conforme o Departamento de Aterosclerose*®, ao classificarem as
gorduras, devem-se observar o numero de duplas ligagdes covalentes presentes
nos seus acidos graxos, que podem ser saturados, monoinsaturados,
poliinsaturados e até mesmo ramificados.

Os acidos graxos poli-insaturados sao representados pelo acido o-
linolénico (ALA) e 4acido a-linoléico (AL). De acordo com Santos (2013)*° &
sabido que os acidos graxos poli insaturados promovem reducdo dos
triacilglicerdis plasmaticos pela diminuigdo da sintese hepatica da lipoproteina de
densidade muito baixa (VLDL-c). Podem ainda, causar efeitos protetores do
sistema cardiovascular como: reduzir a viscosidade sanguinea, aumentar o
relaxamento endotelial, além de efeitos antiarritmicos*°.

Dentro dos acidos graxos poli insaturados destacamos o acido a -linolénico
(w-3), sendo este um acido graxo essencial, que o organismo nao produz, por
este fator deve ser ingerido e incorporado pela alimentagao®°, fator determinante
na reducdo do risco das Doencas cardiovasculares, pelo fato de alterar a
inflamacéo vascular e a disfungéo endotelial*®.

Estes acidos graxos ainda apresentam compostos anti inflamatérios pois
possuem importantes nutrientes como os compostos fendlicos*°.

Estudo em que individuos hipercolesterolémicos receberam dieta rica em

acidos graxos poli insaturados, variando entre ALA e AL, demonstrou que a dieta
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ALA diminuiu os marcadores inflamatorios e os niveis séricos de CT, LDL-C, TG e
HDL-C5".

Em recente estudo com humanos, um acréscimo de 25 g de farinha de
chia por dia em sua dieta durante 7 semanas, demonstrou elevacdo dos niveis
plasmaticos de acido a-linolénico e acido eicosapentaendico®2.

Estudo anterior que visava avaliar o efeito de dietas contendo linhaca
triturada, farelo desengordurado de linhaga, éleo de linhaga e complexo isolado
de lignanas (diglicosideo secoisolariciresinol) no perfil lipidico de coelhos, atribuiu
o efeito hipocolesterolémico da linhagca a presenca das fibras alimentares e

lignanas®s.

3.3.3 Fibras

As fibras sdo constituidas de celulose, hemicelulose, pectinas, gomas,
mucilagens e ligninas. Suas funcgdes sdo: melhorar o funcionamento do sistema
gastrointestinal, favorecendo o transito intestinal e atuar contra doengas
relacionadas ao intestino; podem diminuir os niveis de colesterol e glicose
sanguinea; auxiliam no controle de peso, prgema de ovocando maior sensagao
de saciedade®.

De acordo com Epaminondas (2009)%°, entende-se por fibra alimentar os
polissacarideos ndo- amilaceos. Sabe-se que a fibra dietética ndao é fonte de
energia, pois nao sdo sujeitas a hidrélise pelas enzimas do trato digestivo
humano, portanto, constituem a parte ndo digerivel do alimento encontrado nos
vegetais, verduras, raizes e hortalicas, sendo que a farinha de linhaga € uma
grande fonte de fibras alimentares. Podemos destacar a existéncia de dois tipos
de fibras: as solUveis e insoltveis®* .

Conforme estudo de Araujo (2000)°’, ao analisar o ponto de Vvista
nutricional, € recomendado o consumo de ambos os tipos de fibras a fim de
proporcionar beneficios a satde5”-%8

As fibras soluveis atuam captando agua e formando géis, aumentam a
viscosidade do conteudo gastrico e contribuem com a diminuicdo da absorg¢ao
de carboidratos no intestino delgado. Atuam na reducédo do colesterol sérico,
devido a viscosidade da fibra, que diminui a absorcdo de colesterol pelo

intestino®®. Ja as fibras insolUveis tem caracteristicas que visam promover
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melhoras no transito intestinal, previnem a constipacao, e atuam, prioritariamente
no aumento do bolo fecal.
A recomendagao de ingestéo diaria de fibra alimentar deve ser de 20 a 30

g, sendo que destas, 6 g devem ser de fibra soltvel®.

3.3.4 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo substancias formadas por, no minimo, um
anel aromatico, em que pelo menos um hidrogénio é substituido por um grupo
hidroxila, encontrado sob a forma de ésteres ou de heterosideos, e ndo na forma
livre na natureza®'. Sdo compostos naturais com estrutura semelhante ao
colesterol, sua atuagdo pode ser determinada pela reducédo de oxigénio singleto,
na inibicdo das reagdes de oxidagao lipidica e na quitagdo de metais assim como,
sequestrar radicais livres, os quais sdo prejudiciais a saiide humana®?.

Além disso, apresentam wuma ampla gama de propriedades
farmacoldgicas, como anti-alergénicas, anti arteriogénicas, anti inflamatodrias,
antimicrobianas, anti-trombdticas e também efeitos cardioprotetores e
vasodilatadores®3:64,

A farinha de chia possui como principais compostos fendlicos, o acido
clorogénico, acido cafeico, quercetina e kaempferol,®®> sendo que ela pode ser

usada como antioxidante.

3.3.5 Farinha de linhaca

A farinha de linhaca é composta por dois componentes semelhante a
farinha de chia: fibra soluvel e acido a- linolénico, e o que a difere € a presenca
de fitoestrogenos (lignana secoisolariciresinol-SGD), o que a faz um alimento
funcional. 53.66.67.

Como caracteristicas principais a linhagca € uma planta herbacea,
pertencente & familia Linaceae, tem origem na Asia, seu nome botanico, Linum
usitatissimum L., significa “a maior parte comestivel”'”68.6° os primeiros relatos da
farinha s&o datados de 5000 anos antes de Cristo, na Mesopotamia . E obtida a
partir do linho, sendo utilizada para consumo humano e animal. Possui varias
aplicagdes, o 6leo é usado pelas industrias na fabricagdo de tintas, vernizes e

resinas, enquanto o farelo é vendido para fabricas de ra¢des animais.
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Sua cor pode variar entre 0 marrom e o dourado dependendo de onde é
cultivada, a marrom em lugares quentes, e a dourada em locais frios, porém isso
ndo interfere em sua composicdo quimica e propriedades nutricionais®®>”!- No
Brasil, por exemplo, a linhaga tem seu maior cultivo no Rio Grande do Sul, a cor
do gréo varia do marrom ao avermelhado®6.7273,

Na alimentagcdo humana recomenda-se que os graos de linhaga sejam
consumidos na forma de farinha, sendo moidos ou triturados, a fim de se obterem
reais beneficios a salide humana’. Estes graos devem também, ser assados,
para aumentar a quantidade e qualidade de fibras e proteinas, assim como,
eliminar alguns compostos anti nutricionais presentes na farinha, que séao
eliminados em altas temperaturas’>’®° Recomendacgdo para o consumo sao
fundamentais a por¢cao de 8 g (uma colher de sopa) de farinha de linhaga moida
por dia’’-"8,

Quando analisada a composic¢ao nutricional da farinha de linhaga, observa-
se que ela é constituida por 41% de gorduras, 28% de fibra dietética, 21% de
proteinas, carboidratos, vitaminas e minerais®6:667980  Quanto as gorduras, €
pobre em gordura saturada (9% do total de acidos graxos), moderada em gordura
monoinsaturada (18%) e rica em gordura poli insaturados (73%)2'. A fonte lipidica
da linhaga é constituida em 51-55% por acidos alfa-linolénicos%3. E a fonte mais
rica da lignana chamada diglucosideo secoisolariciresinol (SGD), contendo cerca
de 16,4 mg/g. O nivel de SGD pode variar entre 0,6 e 1,8%53.

Seu desempenho funcional estda na reducdo dos niveis de colesterol
82,8384 glicemia®® , diminuicdo da resposta inflamatéria, efeito cardioprotetor e
capacidade de renovacao celular’86

Conforme estudos anteriores a farinha de linhaca pode atuar na melhora
de diversas patologias como o céancer, diabetes, lupus, perda 6ssea, doengas
hepaticas, renais e, principalmente as doencas cardiovasculares®”. Por isso,
constata-se que a linhaga, de fato, € uma alternativa segura e relativamente
barata para a reducao colesterol, contribuindo desta forma para a diminuicdo dos

eventos cardiovasculares®.
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3.3.6 Lignanas

Os fitoestrogenos sao substancias pertencentes a classes de polifendis,
presentes em algumas plantas. Os principais fitoestrogenos na alimentagédo sao
as isoflavonas e as lignanas®-90,

A farinha de linhaga possui alta concentragédo de lignana em sua casca na
forma de SDG, matairesinol, pinoresinol e lariciresinol. As quantidades variam
entre 100mg%de grao a cerca de 26% de gréo, principalmente a SDG®192.93-

A partir de matairesinol e secoisolariciresinol (SGD), respectivamente,
surgem as duas maiores classes de lignanas (enterolactona e enterodiol) que
possuem alta capacidade antioxidante, além de apresentar efeitos positivos na
redugéo das DCV’s%,

De acordo com Magalhies (2004)'? as lignanas tem a fungdo de auxiliar a
reducdo do colesterol modulando a atividade de enzimas envolvidas no
metabolismo do colesterol. Ocorre devido a competicdo com os receptores
intestinais, com isso, as lignanas impedem a ligagéo do colesterol diminuindo sua
absorg¢ao no intestino. Ja seu efeito antioxidante é devida a reducédo da oxidacao
de LDL-C na camada intima de endotélio e consequentemente inibicdo do
processo aterogénico 49 53, 93,95,

Alguns estudos comprovam a atuagdo das lignanas®® na redugéo do
estresse oxidativo, diminuicdo do CT em 20%, LDL-C em 14%, com aumento do
HDL-C em 30%, em coelhos alimentados com elevados niveis de colesterol, e
ingestdo de complexo isolado de lignanas, durante dois meses. Em outro
experimento, com a administragdo de 15mg de SGD por kg de peso, houve
redugdo do desenvolvimento de aterosclerose em 73% das aortas de coelhos.
Isso foi atribuido a menor concentracao de CT e LDL-C, que reduziram 33 e 35%
respectivamente®”.

Desta forma a lignana presente na linhaga exerce papel protetor em
eventos cardiovasculares, principalmente quando existe um consumo de

colesterol.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

Este trabalho compreende um estudo experimental, realizado no
Laboratério de Cirurgia Experimental do Hospital Angelina Caron (HAC),
(convénio com a Pés Graduagédo da Pontificia Universidade Catdlica do Parana
PUCPR), Laboratério de Patologia Experimental da PUCPR e pelo Biotério
Central da PUCPR. Foram necessarios 0s seguintes materiais e equipamentos:

MATERIAL PERMANENTE: Kit cirdrgico para cirurgia em animal de
pequeno porte, balanga eletrdbnica marca Ohaus® Precision Standard modelo TS-
2KS com capacidade para 20kg, gaiolas de metal, pranchetas cirurgicas e
microscoépio de polarizagao Olympus® BX40.

MATERIAL DE CONSUMO: Trinta e oito coelhos machos albinos
(Oryctolagus cunicullus) da linhagem New Zealand; 360 kg (18 sacos) de ragao
Nuvital®; 45kg (3 sacos) de gema de ovo liofilizado; 30 kg de farinha de linhaca;
30kg de farinha de chia, 38 Bisturis n°11; 38 laminas para a tricotomia; 38
unidades de fio de nailon 4-0; 06 unidades de fio de algoddo ndo agulhado; 08
unidades de agulha rosa; 38 unidades de agulha verde; 38 unidades de seringa
(3ml), 70 unidades de seringa (5ml); 06 frascos de PVPI (polivinil pirrolidona
iodo); 20 pacotes de gazes; 02 caixas de luvas de procedimentos; 01 caixa de
mascaras para procedimentos; 06 frascos de formalina a 10%; 01 frasco de
alcool a 95%; 38 frascos com tampa (para conservar pegas cirurgicas); corante
Hematoxilina-eosina; 32 laminas e laminulas; 04 frascos de quetamina
(1ml/50mg); 08 frascos de xilazina (1ml/20mg); marcadores para a
imunohistoquimica; reagentes e kit para dosagens do perfil lipidico.

Os materiais permanentes foram disponibilizados pelos laboratérios e os
de consumo, foram adquiridos pelos pesquisadores para a realizacdo do

experimento.
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4.2 METODOLOGIA

4.2.1 Delineamento experimental

O estudo experimental foi realizado apds aprovagcdo do projeto pelo
protocolo nimero 720/2012 pela Comissao Etica em Pesquisa Animal da PUCPR
(Anexo 01).

O periodo do estudo foi de doze semanas, totalizando oitenta e quatro dias.
Os animais foram randomizados aleatoriamente em quatro grupos, com um
animal em cada gaiola, conforme o tratamento dietético recebido. O grupo
Controle G1 (dez animais), recebeu nas doze semanas de experimento a dieta
padrao para coelhos (Nuvital®). O grupo Hipercolesterolémico G2 (dez animais),
recebeu nas doze semanas dieta padrdo para coelhos (Nuvital®) acrescida com
0,25% de colesterol proveniente do gema de gema de ovo liofilizado. O grupo G3
(nove animais) recebeu nas doze semanas de experimento a dieta padrdo para
coelhos (Nuvital®) acrescida com 0,25% de colesterol proveniente da gema de
gema de ovo liofilizado e 8 g/kg de peso/coelho de farinha de chia triturada. O
grupo G4 (nove animais) recebeu nas doze semanas de experimento a dieta
padrdo para coelhos (Nuvital®) acrescida a 0,25% de colesterol proveniente do
gema de ovo liofilizado e 8 g/kg de peso/coelho de farinha de linhaga triturada. A
adicdo de gema de ovo liofilizado tem sido utilizada nos protocolos experimentais
de nossa linha de pesquisa para a inducdo e formacdo das lesbes
aterosclerodticas. Neste experimento foram utilizados 0,25% de gema de ovo
liofilizado na ragao dos coelhos.

Foram organizados quatro grupos de coelhos identificados conforme a
Tabela 02.
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Tabela 2. Demonstrativo do Delineamento Experimental

Grupos

Procedimentos

G1 (n=10) -dieta
padrao Nuvital

Racao padrao Nuvital® para coelhos por 12 semanas.

G2 (n=10) - 0,25
% de colesterol

Racao acrescida de gema de ovo em po a 0,25% de
colesterol por 12 semanas para indugao de lesao
aterosclerotica em aortas.

G3 (n=9) — Racéo acrescida de gema de ovo em pé6 a 0,25% de

0,25% de colesterol por 12 semanas, juntamente com a farinha de chia
colesterol + a 8g/kg de peso/coelho.

farinha de chia

G4 (n=9) — Ragao acrescida de gema de ovo em p6 a 0,25% de

0,25% de colesterol por 12 semanas, juntamente com a farinha de
colesterol + linhaca a 8g/kg de peso/coelho.

farinha de

linhaga




4.2.2 Desenho do estudo

G1 (Dieta controle)

G2 (Dieta hipercolesterolémica)

G3 (Dieta hipercolesterolémica + Farinha de Chia)

G4 (dieta hipercolesterolémica + Farinha de Linhaga)

Doze Semanas do Periodo experimental
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Laboratério de Patologia

Experimental C—

Eutanasia e retirada do
material para analise

Analises

Anatomopatologico

Imunohistoquimica

animais.

* Dosagens bioquimicas no tempo
zero do estudo e na eutanasia dos
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4.2.3 Ambiente de Experimentacao

Os coelhos foram mantidos no biotério central da PUCPR em macro-
ambiente com ciclos de iluminagado 12/12 horas, com trocas de ar e temperatura
controlada de 19 a 23°C.

Para o micro-ambiente foram utilizadas gaiolas de metal, forradas com
cepilho de madeira, higienizadas diariamente. Os animais receberam, durante o
experimento, agua e ragdo (Nuvital®) especifica para a cada grupo. Cada animal
foi mantido em uma gaiola individual, higienizadas diariamente e identificados
com uma numeracao sequencial na orelha direita, que foi repetida na face frontal

da gaiola correspondente.

4.2.4 Animais utilizados

Para a realizacdo do experimento foram selecionados 40 coelhos machos
albinos (Oryctolagus cunicullus) da linhagem New Zealand, pesando
aproximadamente 1,5Kg e a média das idades foi de quatro meses. O calculo do
tamanho da amostra foi feito com base no estudo de Prim et al (2012)8. Com o
proposito de detectar uma diferenca minima de 10% na reducédo do colesterol
entre os quatro grupos de coelhos, considerando-se um nivel de significancia de
5% e um poder de teste de 90% foi necessaria a quantidade de animais utilizados

(no minimo dez coelhos em cada grupo).

4.2.5 Preparo da ragao suplementar

Para a alimentacdo dos coelhos foi preparada uma dieta
hipercolesterolémica ofertada durante todo o experimento nos grupos G2, G3 e
G4 em uma proporg¢ao de 0,25% de gema de ovo liofilizado, objetivando induzir
lesdes aterosclerdticas nas aortas dos animais. Assim, para os grupos G2, G3 e
G4 foram pesado para cada grupo 5 kg de ragdo padrdo Nuvital® moida,

acrescida com 1800 gramas de gema de ovo em pé. A diluicdo do gema de ovo
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em po foi realizada na seguinte proporcao: 1800 gramas de gema de ovo em poé
em 2000 ml de agua

O preparo da linhaga e da chia foi realizado a partir de 8 g/kg/coelho,
através da moagem das farinhas em liquidificador e armazenamento sobre
refrigeragdo, sendo adicionados na rag&o correspondente: chia (G3) e linhaga
(G4).

Ao final, a racdo do grupo G2 era acrescida da diluicdo do gema de ovo
liofilizado, em seguida essa mistura era passada em moedor de carne industrial
PCP-22LR-N Boca 10 da marca Poli®. Ja os grupos G3 e G4, a mistura citada
anteriormente foi acrescida de chia e linhaga triturada, respectivamente. Todos os
grupos receberam 2 litros de agua para dar liga a mistura. Apés moagem da
mistura pelo moedor de carne, a ragao foi peletizada novamente e os pelets
foram aquecidos em forno elétrico durante 10 min em temperatura de 180°C.

A ragao preparada foi colocada em recipiente plano e largo e armazenada

sobre refrigeragao.

4.2.6 Aferigdes

O peso dos animais também foram aferidos e registrados uma vez por
semana. Para a coleta de peso utilizou-se uma balanga digital disponivel no
biotério central da PUCPR.

4.3 COLETAS DE AMOSTRAS

4.3.1.Coletas de sangue

Foram coletadas amostras bioldgicas de sangue de cada coelho para
analise bioquimica do colesterol total (CT), lipoproteina de baixa densidade (LDL-
C), lipoproteina de alta densidade (HDL-C) e triglicerideos (TG). O processo de
pungao iniciou com a anestesia dos animais. Para realizar a anestesia em
coelhos, assim como Précoma et al. (2006)% e Alessi et al. (2008)%, utilizamos

xilazina (Coopazine®-Coopers) e a ketamina (Vetanarcol®-Koénig), associados
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na dose de 5 mg/Kg e 30 mg/Kg, respectivamente, por via intramuscular na
regiao da coxa. Apds 5 minutos, colocou-se o animal em decubito lateral
esquerdo para palpagao do processo xifoide, em seguida a palpagao cardiaca foi
realizada a pungdo intracardiaca com seringa de 5 ml, com a ajuda do
responsavel pelo Biotério no tempo zero do estudo e no periodo pré-operatério ao
dia da eutanasia, respeitando um jejum de 12 horas antecedentes ao exame. As
dosagens bioquimicas foram realizadas por laboratorio terceirizado, de acordo
com o método enzimatico automatizado. O equipamento utilizado foi o Advia

1200 e a marca dos kits utilizados foi Advia (Siemens).

4.3.2 Analise histologica

Para a realizagdo da analise histologica, a identificacdo dos animais por
grupos foi substituida por numeros sequenciais com o propdsito de obter uma
analise cega. Foram analisados do numero 01 ao 38, sem saber a quais grupos
pertenciam cada artéria. Depois de fixadas em formalina por 24 horas, as pecgas
cirurgicas foram retiradas dos frascos e processadas para a confecgao dos cortes
histolégicos. Para tal procedimento foram realizados cortes transversais, com 2 a
3 mm de espessura cada, da artéria total de todos os animais do estudo. As
amostras foram colocadas em capsulas histologicas identificadas.

As amostras previamente identificadas foram colocadas no autotécnico
(Leica® modelo RM2145), para processamento overnight, sendo desidratadas em
concentracbes diferentes e crescentes de alcool etilico a 70%, 80% e 90%,
posteriormente foram diafanizadas em xilol contendo misturas sequencialmente
concentradas de parafina durante 12 horas. Como procedimento padrao para a
obtengdo dos blocos foi realizado a inclusdo em parafina quente (Leica® modelo
EG1160).

Os blocos de parafina foram cortados em micrétomo (Leica® modelo RM
2145), em cortes de 5 ym cada um, dispostos em lamina de vidro com 75X25mm.

As laminas foram coradas com hematoxilina-eosina (HE) e elastica
(orceina), conforme técnicas convencionais e montadas com balsamo e laminula
de vidro de 24X50 mm. Para a identificagdo das laminas histoldgicas, utilizou-se o

mesmo processo empregado nos blocos histoldgicos.



39

Essa leitura permitiu examinar de forma qualitativa o grau de leséo
aterosclerética nos segmentos aodrticos removidos. Foram  definidos
criteriosamente a utilizacdo de 4 pontos da aorta para a analise morfométrica e

imunohistoquimica, devido ao baixo grau de lesao dos cortes.

4.3.3 Analise morfométrica quantitativa

A leitura morfométrica n&o foi realizada pois o grau de lesdo encontrado n&o

foi capaz de determinar a camada média da aorta dos coelhos dos quatro grupos.

4.3.4 Analise imunohistoquimica

Para a analise imunohistoquimica foi necessaria a realizagao da técnica de
Tissue Microarray (TMA). Esta consiste em reunir inUmeros fragmentes de tecidos
muito pequenos, onde cada fragmento pode ser extraido de diferentes blocos
doadores e todos sao transferidos para um unico bloco, chamado de receptor,
formando assim um ngema de ovo bloco de parafina. Isso permite a leitura de
varias laminas em apenas um bloco, minimizando possiveis erros experimentais
causados por circunstancias diferentes entre as técnicas histologicas.

Nesta analise foi construido um bloco com quatro pontos da aorta,
selecionando sempre o segundo, os dois do meio e o antepenultimo ponto. Estes

cortes foram determinados pela leitura histolégica na coloragdo de HE.

a) Construcéo do bloco de Tissue Microarray (TMA)

Os blocos parafinados comuns de cada coelho receberam a denominagéao
de blocos doadores. Nas laminas coradas em HE foram localizadas as amostras
arteriais contendo a regiao de interesse para a construgao do TMA.

A metodologia empregada consistiu na utilizagdo de um motor elétrico
(modelo Smart — VK Driller Equipamentos Elétricos Ltda®, Sao Paulo, Brasil) e
uma broca trefina
para 0SSO de aco inoxidavel de 3.0 mm de diametro
(Neodent®, Curitiba, PR, Brasil) (Figuras 1 e 2).
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Figura 2. Motor elétrico

Figura 3. Broca trefina de aco inoxidavel

Para que as aortas fossem devidamente localizadas conforme sua
identificac&o individual foi confeccionado um mapa que serviu de apoio. O mapa
segue o estilo de um plano cartesiano, onde as colunas sao identificadas com
letras e as linhas com numeros. Cada ramo aodrtico de cada amostra, resultou em
quatro pontos, os quais receberam a identificacdo de um numero mais uma letra
(Ex: 1A; 1B; 1C; 1D) (figura 03). Para o ultimo fragmento foi utilizado um

marcador, ou seja, foi utilizado o fragmento de outro tecido.

Figura 04 — Mapa que orienta a confec¢ao do bloco receptor

Bloco 1
Coelho 01= Ponto A;B;C;D
Coelho 02 = Ponto A;B;C;D
Coelho 03 = Ponto A;B;C;D
Coelho 04= Ponto A;B;C;D
Coelho 05= Ponto A;B;C;D
Coelho 06= Ponto A;B;C;D
Coelho 07= Ponto A;B;C;D
Coelho 08= Ponto A;B;C;D
Coelho 09= Ponto A;B;C;D
Coelho 10= Ponto A;B;C;D
D4 = Marcador
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O bloco-receptor foi confeccionado, através dos seguintes passos:

1) Observagao dos quatro pontos a serem retirados

Aorta Ascendente — Arco da Aorta - PONTO 1

Aorta Toracica S PONTO2

Aorta Abdominal (NS} PONTO3

¢=m PONTO4

2) Introducéao da broca trefina na area demarcada

3) Acionamento do motor elétrico

5) Retirada do fragmento contido na broca trefina e colocado na caixa que
auxilia a montagem do bloco conforme o mapa.

Depois de retirados os fragmentos de todos os blocos doadores, e
organizados conforme o mapa, montaram-se 0os ngema de ovos blocos. Ao todo
foram montados sete ngema de ovos blocos contendo ambos os quatro cortes
pré determinados. Apds a finalizagcao do bloco-receptor, foram confeccionadas as

ldaminas para a analise imunohistoquimica.

b) Técnica de imunohistoquimica

Estes cortes histologicos foram fixados em laminas de vidro silanizadas e
inicialmente submetidos a desparafinizagao com xilol quente (37°C), desidratagéo
com banhos sucessivos de alcool e reidratacdo com agua. Utilizou-se o alcool
metilico e H202 para o primeiro bloqueio da peroxidase enddgena e a agua

destilada e H202 para o segundo bloqueio.
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Procedeu-se a incubacdo com os anticorpos monoclonais ICAM, durante 1
hora e do anticorpo monoclonal TNF-alfa. Para a revelagdo, foi adicionado
complexo DAB (Dakocytomation), substrato sobre as laminas e a contra-
coloragao foi realizada com hematoxilina de Mayer’s, seguida de desidratagao
com banhos de alcool etilico 100% e da clarificacédo com xilol. Para a montagem
das laminas foi utilizado o Balsamo do Canada. O protocolo desenvolvido e
descrito acima ja foi padronizado no laboratério de patologia. Foram utilizados,

controles positivos e negativos para cada reagao.

Apos as laminas estarem finalizadas, essas passaram pelo Scanner
(Modelo Axio Scan Z1, Marca Zeiss) onde cada corte histologico da aorta foi
digitalizado e transformado em fotos. Todas as fotos foram encaminhadas para o
programa Photoshop SC 6.0, onde ocorreu a selecdo das mesmas, sendo que as
desfocadas ou em branco foram ignoradas. Apds essas selegao, a quantificacao
das imagens foi realizada através do programa Pro Image-plus® v.4,5 para
Windows ®. As areas positivas para os anticorpos foram marcadas pela coloragdo
castanha e as negativas pela coloragdo azul, caracterizando, assim, a utilizagdo
do método da morfometria de cores. As medidas foram transferidas para o
programa Excel for Windows®.

Os dados organizados em uma planilha do programa Excel (peso, perfil

lipidico e imunohistoquimica), foram encaminhados para a analise estatistica

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos no estudo foram descritos por médias, medianas,
valores minimos, valores maximos e desvios padrdes. A condi¢cao de normalidade
das variaveis foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Para a comparacgéao
dos grupos em relagdo as variaveis quantitativas que atenderam esta condigao,
foi considerado o modelo de analise da variancia (ANOVA) com um fator e o teste
LSD (least significant difference) para as comparag¢des multiplas (post-hoc).
Variaveis que nao atenderam a condicdo de normalidade foram analisadas
usando-se o teste n&o-paramétrico de Kruskal-Wallis. Valores de p<0,05
indicaram significancia estatistica. Os dados foram analisados com o programa
computacional IBM SPSS Statistics v.20.0.
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5. RESULTADOS

Durante o processo de alimentacdo dos animais, dois obitos ocorreram,
um durante a sétima semana (grupo 3) e um na décima segunda semana (grupo

4), portanto, a amostra consistiu em 38 coelhos.

5.1 PESO DOS ANIMAIS

A analise do ritmo de ganho de peso dos coelhos se observa através da
tabela abaixo (tabela 03), onde apresenta peso inicial, final e também diferenca
entre eles. Constatou-se ndo houve diferenga estatistica entre os grupos

analisados.

Tabela 03 - Peso médio dos animais nos diferentes grupos.

Desvio

Variavel Grupo n Média ~ Valor de p*
padrao

Peso - inicial (kg) Controle 10 3,13 10,54

Colesterol 10 3,33 +0,50

Linhaca 9 3,37 10,60

Chia 9 3,11 +0,26 0,570
Peso - final (kg) Controle 10 3,68 10,44

Colesterol

Apos 12 10 3,66 10,33

semanas

Linhaca 9 3,57 10,48

Chia 9 3,45 +0,26 0,571
Diferenca (final- 06 10 0,55 £0,40
inicial) (kg) ’ ’

Colesterol 10 0,34 10,36

Linhaca 9 0,20 10,23

Chia 9 0,34 10,32 0,157

*ANOVA com um fator, p<0,05
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5.2 VARIAVEIS BIOQUIMICAS

5.2.1 Colesterol Total

Nos niveis de colesterol total basal observa-se que houve um aumento nos
niveis seéricos de colesterol total em todos os grupos que receberam dieta
acrescida de gema de ovo liofilizado (Tabela 03), porém o grupo G4 que ingeriu
linhaca aliada a dieta hipercolesterolémica obteve menor aumento. G1 que
recebeu dieta padrdo, apontou diminuicdo nos resultados (35,6mg/dl para
23,64mg/dl). Destaca-se a diferenga estatistica final e inicial e final entre os
grupos G1xG2(p=0,015); G1xG3 (p=0,008) e G1xG4 (p=0,014)

Tabela 04 - Valores da média, desvio padréo e valor de p para Colesterol Total
entre os grupos.

Desvio Valor

padrao de p*

CT - inicial Controle 10 35,60 +15,13
Colesterol 10 24,60 + 9,51

Variavel Grupo n Média

Farinhade o 5545 14351
Linhaga

Farinhade o 5744 11202 0,308
Chia

CT - final Controle 10 23,64 +15,72
Colesterol 10 62,09 +100,23

Farinhade ¢ 5551 147,32
Linhaga

Farinhade o 4764 14611 0,139
Chia

Diferenca (final- 406 10 11,96  +12,50
inicial)

Colesterol 10 37,49 +97,79

Farinhade ¢ 546 11083
Linhaca

Farinhade ¢ 5559 15100 0,029
Chia

*Teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05

Destaca-se na tabela 05 os valores de p das comparacgdes dos grupos dois
a dois para as variaveis em que foi encontrada diferenga significativa entre os

grupos.
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Tabela 05 - Valores de p comparando final e inicial dos grupos dois a dois para

CT.
Valor de p

Grupos . .
comparados Diferenca (final-

inicial)
Controle x 0,015
colesterol
Coqtrole x Farinha 0,014
de linhaca
Contrple x Farinha 0.008
de chia
Colesterol x
Farinha de linhaga 0.914
Colesterol x
Farinha de chia 0,738
Farinha de
Linhacga x Farinha 0,826

de chia

LSD (least significant difference), p<0,05

5.2.2 LDL Colesterol

Os resultados para os niveis de LDL-C estao apresentados e percebe-se

que nao houve diferenga significativa entre os grupos.

Tabela 06 - Valores da média, mediana, minimo, maximo, desvio padréo e valor
de p para LDL-C entre os grupos

Desvio Valor de

Variavel Grupo n Média Minimo Maximo ~ "
padrao p
LDL - inicial Controle 10 8,64 2,90 18,10 +5,61
Colesterol 10 7,83 1,20 27,10 17,60
F.Linhagca 9 11,92 4,50 27,30 +7,94
F. Chia 9 15,26 2,70 50,00 #1463 0,326
LDL - final Controle 10 21,57 3,90 81,00 21,49
Colesterol 10 90,09 7,50 348,00 £12347
F.Linhaga 8 26,95 2,40 93,00 129,82
F. Chia 9 4226 5,20 143,10 41,30 0,163
i[r)]'i‘;?ﬁ)”ga (final- controle 10 12,93 -5,70 63,50  #19,71
Colesterol 10 82,26 4,90 341,80 124,45
F.Linhaga 9 12,03 -27,30 79,40  £30,61
F.Chia 9 27,00 -3450 12890 #4409 0,137

*Teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05
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5.2.3 HDL Colesterol

Em relacdo ao HDL-C ndo houve diferenca significativa ao final do
experimento entre os grupos e também na diferencga entre inicial e final. Observa-
se apenas uma redugao de HDL-C no grupo G3 (chia) porém nao significativa.
(tabela 07)

Tabela 07 - Valores da média, mediana, desvio padréo e valor de p para HDL-C
entre os grupos.

Desvio Valor
padrao de p*
HDL - inicial Controle 10 19,29 16,45 8,60

Colesterol 10 17,15 17,70 5,78

Linhaca 9 15,79 13,40 8,35

Chia 9 21,01 16,70 14,39 0,600
HDL - final Controle 10 21,55 22,50 12,80

Colesterol 10 48,76 25,65 85,99

F.Linhaca 8 28,16 26,25 17,71

F.Chia 9 14,66 17,70 8,77 0,288

Diferenga (final- Controle 10 2,26 2,15 10,39

inicial)
Colesterol 10 31,61 9,00 87,50
F.Linhaca 9 9,24 8,00 17,48
F.Chia 9 -6,36 -5,90 11,36 0,107
*Teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05

Variavel Grupo n Média Mediana

5.2.4 Triglicerideos

Quanto aos triglicerideos seus resultados apresentam-se na tabela 08,
demonstrando uma diferenca significativa ao final do experimento e também na
diferenca entre inicial e final. Observa-se que o TG diminuiu nos grupos que
receberam a dieta adicionada de linhaca e chia. Os valores médios, minimos,

maximos, medianos e desvio padrao do TG dos animais estdo na tabela 08.
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Tabela 08 - Valores da média, mediana, minimo, maximo, desvio padrao e valor
de p para TG entre os grupos.

Desvio Valor de

Variavel Grupo n Média Minimo Maximo = *
padrao p

Triglic - inicial Controle 10 65,30 36,00 206,00 +50,87
Colesterol 10 59,50 25,00 146,00 32,74
Linhaga 9 7944 32,00 149,00 38,20
Chia 9 74,67 48,00 152,00 33,77 0,312

Triglic - final Controle 10 67,50 7,00 228,00 163,27
Colesterol 10 64,60 20,00 204,00 +53,31
F.Linhaga 8 22,50 11,00 53,00 £15,26
F.Chia 9 34,00 5,00 101,00 +31,14 0,049

i[r’]'ifcei;‘f)”?a (fina- " controle 10 220 -56,00 47,00  +33,98
Colesterol 10 510 -98,00 148,00 +66 92
Flinhaca 9 -59,44 -149,00 16,00 +48,12

F.Chia 9 40,67 -136,00 42,00 452,27 0,022

*Teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05

Na tabela 09, quando comparados os grupos dois a dois percebe-se que a
diferenca estatistica do TG esta entre G1xG4 (controle e Linhaga); G2xG4 (hiper
e Linhaca), na diferenca inicial e final.

Tabela 09 - Valores de p comparando os grupos dois a dois para TG

Valor de p
Grupos — - -
Triglic -  Diferenca (final-

comparados . —

final inicial)
Controle x 0,673 0.841
colesterol
Controle x 0,032 0,007
F.linhaca
Controle x F.chia 0,142 0,047
questerol X 0,013 0,011
F.linhaca
Cole.sterol X 0,064 0,071
F.chia
F.I_.mhag;a xF. 0.454 0427
chia

LSD (least significant difference), p<0,05
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5.3 ANALISE HISTOLOGICA

Através da analise histologica pode-se avaliar o grau de lesdes
ateroscleroticas presentes nas aortas dos coelhos nos quatro grupos estudados.
Analisou-se todos os cortes de cada aorta para cada coelho. Desta forma, foi
possivel encontrar a carga aterosclerotica de cada aorta, ou seja, verificar qual o
grau de lesao mais frequente em cada coelho.

Todas as lesdes encontradas variaram do grau 0 ao grau I, sendo que
comparagao do grau de lesdes entre os grupos foram semelhantes.
Macroscopicamente ndo foram visualizadas lesbes em nenhuma das 38 pecas
retiradas. Devido a inexisténcia de lesdes mais acentuadas, o aspecto
macroscopico foi similar entre todos os grupos.

A analise morfométrica ndo foi conclusiva em nenhum aspecto haja vista
que nao foi possivel determinar a camada média das artérias estudadas. Além
disso, a analise histologica nao apresentou resultados que pudessem classificar

os graus de lesdo aterosclerética das pecgas cirurgicas.

5.4 ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA

O estudo imunohistoquimico avaliou a presengca da molécula de adesao
intercelular (ICAM) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), nos quatro pontos
pré determinados das pecas histoldgicas.

A tabela 10 apresenta os resultados das analises do marcador inflamatdrio

ICAM, na qual demonstra a ocorréncia de analise estatistica nao significativa.
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Tabela 10. Valores da média, mediana, minimo, maximo, desvio padrao e

valor de p para os marcadores de inflamacgao ICAM-1

Variavel Grupo n Média Mediana Minimo Maximo Desv~|o Valo:
padrao dep
ICAM -Ponto 1 Controle 10 5,32 4,73 2,74 7,40 +1,67
Colesterol 10 6,29 6,44 3,02 9,20 +2,16
Linhaca 9 6,47 5,54 3,71 12,59 +2,79
Chia 9 5,10 5,74 0,86 10,15 +3,26 0,562
ICAM-Ponto 2 Controle 10 6,38 6,19 3,77 9,62 +2,11
Colesterol 10 6,29 5,57 4,43 10,64 +1,98
Linhaca 9 7,77 8,06 2,49 13,17 +3,45
Chia 9 4,39 2,50 1,07 7,70 +2,81 0,074
ICAM-Ponto 3 Controle 10 7,22 6,95 4,46 12,05 +2,38
Colesterol 9 6,22 6,20 4,03 8,13 +1,61
Linhaca 9 7,05 7,41 3,96 11,97 +2,66
Chia 9 4,88 3,94 1,44 11,08 +3,67 0,239
ICAM-Ponto 4 Controle 9 6,40 6,01 4,00 8,96 +1,75
Colesterol 9 8,12 5,95 4,29 22,70 5,72
Linhaca 9 5,85 5,26 4,12 9,31 +1,82
Chia 9 4,00 3,42 1,32 9,05 +2,66 0,101
ICAM-Media ¢ iole 10 6,30 5,78 3,98 8,57 +1,53
pontos
Colesterol 10 6,69 6,37 4,66 11,73 +2,02
Linhaca 9 6,79 6,04 4,63 11,37 +2,16
Chia 9 4,59 3,99 1,80 9,46 +2,88 0,131

*ANOVA com um fator, p<0,05
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O G3, alimentado com chia, evidencia os menores valores se comparados
com os outros grupos, porém sem apresentar nimeros que corroborem com esta

diferenca, conforme o grafico 1.

Grafico 01: Valores médios do niveis de ICAM quando analisada as médias dos
pontos das artérias dos animais em cada grupo

10
9 J—

8

= [ |

3
2
[ Média + ep

Controle Colesterol Linhaga Chia T Média + dp
Grupo

ICAM-Media pontos

A figura a seguir, apresenta a imagem imunohistoquimica de ICAM do
corte na aorta, os destacaques evidenciam a inflamagéao na camada do endotélio,

demonstrando-se aumentada no quadro C(G2), em relagéo ao quadro D (G3).

Figura 05. Cortes histolégicos da aorta

Cortes histoldaicos na aorta - C - Grupo Hipercolesteriémica, a seta preta indica o marcador ICAM
D - Grupo Chia, a seta preta indica o marcador |CAM E- Endotélio: SE- Subendotelial: ML - Fibras musculares lisas:
FE- Fibras elasticas

Em relagdo a analise imunohistoquimica do TNF-q, a tabela 11 apresenta a
estatistica dos valores de média, mediana, minimo e maximo e desvio padrao. O

qual aponta diferenga estatistica na analise do ponto quatro, aorta abdominal.
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Observa-se que os valores elevados desse marcador estdo no grupo que

ingeriu a dieta hipercolesterolémica (G2).

Tabela 11. Valores da média, mediana, minimo, maximo, desvio padrao e
valor de p para os marcadores de inflamacao TNF-alfa

Desvio Valor

Variavel Grupo n Meédia Mediana Minimo Maximo ~ *
padrao dep

NFa-Ponto 1 Controle 10 1,05 0,50 0,12 3,01 +1,06
Colesterol 10 0,98 0,89 0,27 2,06 +0,61
Linhaca 9 1,07 0,59 0,16 3,29 +1,12
Chia 9 1,05 0,57 0,10 4,49 +1,39 0,865

NFa-Ponto 2 Controle 10 0,99 0,82 0,17 2,14 +0,75
Colesterol 10 0,96 0,87 0,31 1,72 +0,50
Linhaca 9 1,05 0,51 0,26 2,27 +0,83
Chia 9 0,80 0,31 0,13 2,78 +0,86 0,600

NFa-Ponto 3 Controle 10 1,08 0,44 0,20 2,77 +1,12
Colesterol 10 1,18 0,95 0,38 3,94 +1,02
Linhacga 9 1,06 0,79 0,30 2,26 +0,75
Chia 9 0,72 0,52 0,14 1,86 +0,65 0,364

NFa-Ponto 4 Controle 9 0,92 0,72 0,22 1,87 +0,60
Colesterol 10 1,71 1,78 0,89 2,58 +0,62
Linhacga 9 0,93 0,82 0,48 2,88 +0,75
Chia 8 0,58 0,54 0,12 1,03 +0,30 0,002

NFa-Media - toe 10 099 056 016 225 4084

pontos
Colesterol 10 121 106 055 230 4052
Linhaca 9 103 089 034 233  0.74

Chia 9 0,78 0,54 0,24 1,78 +0,57 0,402

*Teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05
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Quando se compara os grupos dois a dois observa-se que a diferenca
estatistica estd evidenciada entre o grupo controle e colesterol (G1xG2)
(p=0,003), o grupo Colesterol e linhaga (G2xG4) (p=0,003) e Colesterol e chia
(G2xG3) (p<0,001). (Tabela 12)

Tabela 12 - Valores de p comparando os grupos dois a dois para TNF-alfa

Grupos Valor de p
NFa-Ponto
comparados 4
Controle x
colesterol 0,003
Controle x linhaca 1
Controle x chia 0,172
Colesterol x linhaga 0,003
Colesterol x chia <0,001
Linhaga x chia 0,172

Pode-se observar essa alteragdo mais claramente no Grafico 02 na figura
06.

Grafico 02: Valores médios de TNF-a no ponto 4 das aortas dos animais em cada
grupo
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Figura 06. Cortes histolégicos da aorta

Cortes histoldgicos da aorta abdominal. A - Grupo Hipercolesterlémica. a seta preta indica o marcador TNF-a
B - Grupo Chia, a seta preta indica o marcador TNF-a E- Endotélio. SE- Subendotelial. ML - Fibras musculares lisas;
FE- Fibras elasticas
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6. DISCUSSAO

Mediante o aumento substancial das doencas cardiovasculares e suas
implicagcdes negativas para a populacéo, pesquisadores tém estudado estratégias
para tentar reverter os danos causados ao musculo cardiaco e seu sistema de
funcionamento. Neste contexto, a aterosclerose surge como uma das principais
doencas cardiovasculares e por isso, para atuar em seu tratamento e prevencgao,
€ preciso conhecer como a ela se desenvolve e entao, reproduzi-la em modelos
experimentais.

A forma mais utilizada para o desenvolvimento das lesdes, na pesquisa
com animais, € por meio da alimentagdo, assim a adicdo de colesterol em po
(Sigma Aldrich®) na ragao administrada é o padrao ouro utilizado para o estudo
de lesbes ateroscleroticas®. Contudo, a dificuldade na aquisicdo e o custo
elevado, dificultam a utilizacdo deste método. Em estudos anteriores, o
desenvolvimento de dieta hipercolesterolémica e lesdes aterosclerdticas se
deram, conforme o modelo de Prim et al. (2012)%, pela adigdo de 1% de
colesterol proveniente do gema de ovo liofilizado, a fim de provocar lesées que
foram classificadas como de grau 1%,

Para o presente estudo utilizou-se como protocolo experimental a adigao
de 0,25% de colesterol, proveniente do gema de ovo liofilizado, a fim de se obter
um menor grau de lesdo conforme Bocan et al (1993)%, diferentemente de estudo
de Prim et al (2012)8, onde desenvolveu lesdes graves. A utilizagdo dos coelhos
como modelos experimentais foi muito importante pois, além de obterem um
rapido desenvolvimento de lesdes adrticas, possuem um baixo custo, o que
proporcionou a viabilizagdo de um modelo de ingestdo de colesterol. Uma
desvantagem recorrente, foi a dificuldade na obtengdo dos coelhos para o
experimento.

Diversos estudos em animais apontam que a ingestdo de dieta com altas
concentragdes de lipideos prgema de ovocam obesidade e hipercolesterolémica,
levando a diversas alteracbes como a lesao endotelial. Desta forma, apenas a

redugéo lipidica na dieta reduziria os mecanismos lesivos a superficie arterial'°0.
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O foco do presente estudo pauta-se em analisar alteragdes bioquimicas e
imunohistoquimicas, a fim de avaliar variaveis dietéticas e nutricionais.
Primeiramente, aferiu-se o peso dos animais, objetivando-se a detec¢do de
possiveis alteracbes entre os grupos. Observou-se que todos os grupos,
obtiveram um aumento de peso, evidenciando que tanto a dieta padréao (G1)
como as demais dietas, foram regularmente ingeridas, e com isso 0 peso dos
animais foi alterado efetivamente. Estudos anteriores, denotam que dietas
hiperlipidémicas quando consumidas em longo prazo prgema de ovocam o ganho
de peso®.

Observa-se que no G1, o qual recebeu apenas a dieta padrao, esse
aumento (média ganho de peso 5409) foi ainda maior que os demais. Isso pode
ser explicado pela alta palatabilidade da dieta normal. Nos grupos G2 e G3,
ocorreu aumento de peso semelhante, ou seja, em meédia de 340 gramas.
Demonstrando assim, a falta de consisténcia ao afirmar sobre o poder
emagrecedor da farinha de Chia?31°",

O grupo que ingeriu a farinha de linhaga na dieta (G4) obteve o menor
aumento de peso (média 0,200g), evidenciando algumas das caracteristicas da
linhaca. De acordo com estudos anteriores, o consumo de 14 g de fibra/dia, por
mais de 2 dias, estd associado com uma diminuicdo de 10% no consumo de
caloria levando a uma perda de peso de 1,9 Kg apos 3,8 meses'%2, Este estudo
vai de encontro a hipotese de que a ingestdo da linhaga € capaz alterar
favoravelmente o peso, dependendo do tempo e quantidade de ingestao.

Na sequéncia verificaram-se as variaveis bioquimicas através das analises
séricas de colesterol total, HDL, LDL e triglicerideos. Sabe-se que o colesterol é
um importante preditor da aterosclerose e suas concentracbes podem ser
modificadas através da alimentagdao. A cada 1% de aumento no colesterol sérico,
o risco de DCV’s aumenta de 2% a 3%.

No presente estudo, o grupo G1 evidenciou diminuicdo no colesterol total
de 35,6 mg/dl para 23,64 mg/dl, porém sem significancia. Tem se utilizado os
alimentos funcionais, como a linhaca e chia, com o objetivo de diminuir a
formacdo de aterosclerose e consequentemente, possiveis danos cardiacos.
Estudos apontam que a reducao do colesterol sérico em 10%, reduziu o risco de

DCV’s, em 5 anos, em homens entre 40 anos e 60 anos®3
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Ja nos demais grupos G2, G3 e G4 que receberam a dieta acrescida de
0,25% de gema de ovo liofilizado, os resultados para CT foram aumentados.
Outros estudos experimentais corroboram com os resultados encontrados no G3,
pois demonstram que o alimento funcional ndo alterou os niveis séricos de
colestero|?3:103-108

O grupo linhaga (G4) nao confirmou os resultados obtidos na literatura.
Resultados semelhantes ao presente estudo s&o mais escassos, porém ha
artigos onde animais ingeriram a dieta a 10% de linhaga e ndo ocorreu nenhum
efeito sobre o colesterol total’®. Em humanos, Stuglin e Prasad (2005) estudaram
a ingestao de farinha de linhaca (40 g/dia) por mulheres durante 12 meses, nao
havendo diminuicdo neste parametro. Todos esses resultados controversos
podem ter ocorrido devido a varios fatores como a quantidade de colesterol
ingerida, a quantidade de linhaga e chia ingerida, a forma com que foram
administradas (inteira ou triturada), crua ou assada e o tempo de consumo da
farinha®0.

Em seguida verificaram-se as avaliagdes dos niveis de LDL. No presente
experimento, nenhum dos grupos apresentou resultados validados com
significancia estatistica. Vale ressaltar que todos os grupos apresentaram valores
aumentados, G1 de 8,64 mg/dl para 21,57 mg/dl, G2 de 7,83 mg/dl para
90,09mg/dl, G3 15,26mg/dl para 42,26mg/dl e G4 11,92 mg/dl para 26,95mg/dI.
Quanto aos grupos G3 e G4, ao analisar sua comparagdo com os demais grupos,
percebe-se que o aumento de LDL-C foi maior no grupo que consumiu apenas
dieta hipercolesterolémica, evidencia-se certa eficacia para farinha de chia e de
linhaca, uma vez que G2 obteve um aumento de 3,2 vezes em relagao a chia, e
de 3 vezes em relagao a linhaga.

Vuksan et al. (2007)' em seu estudo com individuos diabéticos
verificaram que o consumo de 37g/dia de farinhas de chia, durante 12 semanas,
ndao promoveu mudangas nos parametros lipidicos (colesterol total, LDL-C, HDL-
C e triglicerideos). Resultados semelhantes foram observados em individuos com
sobrepeso e obesidade, que consumira 50 g /dia de farinhas de chia, também
durante 12 semanas?. O mesmo foi observado em relagdo a linhaga, onde
estudo em humanos que consumiram farinha de linhaga, resultou em CT e LDL-C

inalterados 9.
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Em seguida realizaram-se as analises séricas de HDL, ou seja, as
lipoproteinas de alta densidade (HDL). O papel anti aterogénico da HDL tem
implicagbes importantes para o controle das doengas cardiacas prevenindo
processos inflamatdrios iniciais".

Conhecidas como colesterol bom evidenciam-se propriedades
antiaterogénicas, uma vez que desempenham um papel-chave no transporte de
colesterol, inibem citocinas induzidas pela expressao de moléculas de adesio por
células endoteliais e evitam a oxidacdo do LDL-C'",

Sabe-se que quanto maiores os niveis de HDL-C melhor € a protegao
cardiaca. Sendo assim, o objetivo € sempre o aumento desta lipoproteina.
Quando analisam-se os valores de HDL-C deste estudo, observa-se que este
aumento ocorreu em G1, G2 e G4. (19,29mg/dI para 21,55mg/dl; 17,15mg/dl para
48,76mg/dl; 15,79 para 28,16, respectivamente).

Particularmente no grupo G3 onde houve a ingestdao de Chia, ocorreu uma
diminuicdo de 21,01mg/dl para 14,66mg/dl, contrariando a literatura. Contudo,
existem evidéncias que acidos graxos insaturados alimentares, podem alterar os
niveis plasmaticos de HDL-C''?2. Em estudo de Kralova et al(2008)''3, o HDL-C
estava diminuido em individuos que consumiam uma dieta rica em acidos graxos
poli insaturados em comparagdo com uma dieta rica em acidos graxos saturados.
O estudo supracitado pode facilmente ser comparado ao presente experimento,
pois houve a redug¢ao do HDL-C em G3.

Para finalizar as analises bioquimicas do presente estudo, verificou -se os
niveis seéricos de triglicerideos. Os triglicerideos s&o importantes marcadores na
caracterizagao precoce de problemas cardiacos, pois sua concentragao serica
atua como um indicador de risco de doenca cardiovascular?. Desta forma, sutis
aumentos na concentragcdo de triglicerideos, elevam o risco de eventos
coronarianos, progressao da doenca arterial e também a formagéo de nova lesao.
Por estes fatores, comprova-se a importancia desta avaliacdo nos grupos
estudados.

Desta forma, neste experimento o grupo G1 apresentou aumento dos
triglicérides séricos de 65,30 mg/dl para 67,5mg/dl, diferenga nao significativa. O

grupo G2, que ingeriu dieta hipercolesterolémica, apresentou aumento dos
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triglicerides em 59,5mg/dl para 64,6mg/dl. Essa também n&o apresentou
diferenca estatistica significativa.

Os dados coletados no Grupo G3 apresentaram diminuicdo dos niveis de
triglicérides, partindo de 74,67mg/dl para 34mg/dl, porém sem diferenca
estatistica. Neste caso, apesar de nao apresentar relevancia estatistica a
ingestao de farinha de Chia, demonstrou diminuicdo de triglicérides sanguineos,
corroborando com os resultados de pesquisas anteriores*”:114

Dados semelhantes destacam-se no G4 que ingeriu farinha de linhaga,
nele houve diminuicdo estatisticamente significativa de 79,44mg/dl para
22,50mg/dl. Este resultado denota que a administracao de alimentos funcionais
onde estdo presentes principalmente o w-3, fibras e lignanas, foram efetivos
para promover a reducao de triglicérides. Pode-se observar que a diferenca
estatistica apresentada no grupo linhaga, esta presente quando comparam-se 0s
seus resultados com os grupos, G1 (Ragdo Padrao) e G2 (Dieta
Hipercoleterolemica), evidenciando que a principal causa da redugdo de TG,
ocorreu devido ao consumo de linhaga. Destaca-se estudo semelhante
corroborando com este resultado. Assim como Marques et al. (2011)""° que
demonstrou que o consumo de linhaga, seja como farinha crua, assada ou
apenas o Oleo, reduziu os niveis séricos de triglicerideos.

A quantidade de linhaga pode ser um fator importante na diminuicido dos
niveis de triglicerideos séricos, pois em estudo com humanos, a linhaga ingerida
na quantidade de 20 g/dia reduziu esta analise em 36,3%''®. Em outro estudo, a
ingestédo de 10% de linhaga na dieta ndo afetou a concentragdo de lipideos
séricos, mas 20% e 30% reduziram os triglicerideos em 23%"'"". Dupasquier et al.
(2006)'%9 estudaram coelhos em dieta com 10% de linhaga e houve diminuigéo da
aterosclerose por hipercolesterolemia e reducado de triglicerideos. Em outro
estudo da presente linha de pesquisa, foram evidenciados dados semelhantes,
apresentando-se redugdo nos niveis séricos de triglicerideos®. Em outro estudo
mais recente®®, evidenciou diminuigdo dos niveis de triglicérides séricos no grupo
que recebeu a farinha de linhaga.

Por outro lado, existem estudos avaliando TG que mostram resultados
contraditorios, pois apresentam TG aumentado''®''®  Desta forma, surge a

necessidade de um maior volume de estudos em modelos animais e humanos, a



59

fim de que se possa determinar a efetiva atuagdo da farinha de linhaga na
reducgao de triglicerideos.

ApoOs a finalizagdo das analises bioquimicas iniciaram-se as analises
imunohistoquimicas com o intuito de determinar os processos inflamatérios. No
presente estudo, avaliou-se a presenca de dois marcadores, uma molécula de
adesao celular (ICAM-1) e uma citocina pré inflamatéria (TNF- a). Estes
marcadores estdo envolvidos ativamente no processo inflamatério. Além de
serem variaveis mensuraveis, podem refletir a fisiopatologia de uma doencga
através de uma imagem tecidual, podendo auxiliar na indicagdo de danos e até
mesmo no progresso de tratamentos°.

Com base na literatura, existem inumeros estudos que utilizam como
marcador inflamatério (ICAM-1), salientando para estudo anterior, onde foram
utilizados sessenta coelhos, com o grupo controle com 10 animais e o grupo
aterosclerdtico com 50. Por meio de dieta com alto teor de gordura o grupo
aterosclerdtico apresentou maiores niveis de expressao de ICAM-1 na aorta do
que o grupo controle (p<0,01), evidenciando a atuacdo do ICAM como preditor de
doencas cardiovasculares'?.

No presente estudo foi realizado a analise de ICAM perpassando 4 pontos
da artéria de todos os animais. Os resultados evidenciaram aumento de ICAM em
todos os grupos G1, G2, G3, G4 e em todos os cortes, porém sem diferencga
estatistica entre eles. Em estudo em animais semelhante a esse realizado por
Prim et al (2012)83, verifica-se que os dados sdo semelhantes ao presente estudo
para o marcador ICAM-1, pois neste estudo também n&o ocorreram diferencgas
entre os grupos. O mesmo foi observado em humanos, com a nao redugéao
significativa nos marcadores ICAM-1 e VCAM-1121,

O grupo G3 (alimentado com chia) apresentou os menores valores se
comparados com 0s outros grupos, considerando agao anti aterogénica positiva
porém sem significancia. Destaca-se entdo, que o grupo que teve a ingestao de
farinha de linhaca G4, nao foi capaz de apresentar efeitos anti-inflamatérios nos
animais estudados. Esses achados distintos mostram que o efeito anti
inflamatoério do acido graxo w-3 pode ser contraditério e dependente do periodo

em que é utilizado.



60

O dltimo marcador inflamatoério avaliado no presente trabalho, a citocina
TNF alfa, correlaciona-se com os componentes da Sindome Metabdlica podendo
predizer risco para doencas cardiovasculares e infarto, além de exercer papel
primordial na cascata e indugdo da sintese de outras citocinas'?>123, Conforme
Entman e Smith (1994)'?4, tem sido demonstrado que o TNF-a é um marcador
independente para infarto do miocardio. Constatou-se, também, que a
neutralizacdo do TNF-a pode melhorar a fungdo ventricular esquerda pos-
isquemia aguda?3.

Ao analisar os resultados do presente estudo observa-se que houve
diferenca estatistica entre os grupos no ponto quatro da aorta (p=0,002). Para
verificar essa diferenga comparou-se grupo a grupo, onde identificou-se diferenga
estatistica entre 0 G1 e G2 (p=0,003), G2xG3 (p= 0,001) e G2x G4 (p=0,003).

Destaca-se o grupo controle G1 que ndo ingeriu dieta hipercolesterolémica,
porém a média dos niveis de TNF-a estdo acima do G3 e G4, porém sem
significancia. Contudo, fica evidente que os valores de TNF-a estdo aumentados
no G2, dando suporte a afirmacao de que estes marcadores estdo associados a
fatores de estresse e inflamacgao. Observa-se isso em estudo com pessoas com
excesso de peso (IMC > 27 kg/m?), que os valores séricos de TNF-a e de TNFR-2
foram significantemente mais elevados que em pessoas com peso normal (IMC <
25 kg/m?)?8. Assim como no estudo CARE, onde verificou-se que niveis elevados
de TNF- a estavam associados a eventos coronarianos recorrentes em pacientes
pos- IAM125,

Em relagdo aos alimentos funcionais, o TNF-a, apresentou resultados
diminuido nos dois grupos, G3 e G4, caracterizando resultado estatisticamente
significativo, favorecendo a hipdtese de que os componentes da linhaca e da
chia estdo associados a diminuicdo das atividades anti inflamatdrias e anti
aterogénicas.

Apés intensa revisdo de literatura ndo foram encontrados experimentos
relacionando estes marcadores com a farinha de Chia, principalmente por ser um
alimento ngema de ovo, ainda pouco estudado. Pode-se afirmar também, que
ocorreu a diminuicdo do marcador imunohistoquimico TNFa, que neste estudo, foi
estatisticamente significativa e serve para ressaltar a relevancia deste resultado

pelo carater de ineditismo.
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No grupo G3, destaca-se que houve diminuigdo de triglicérides na amostra
sanguinea, dados comprovados estatisticamente, os resultados obtidos no grupo
G3 caracterizam, de fato, o retardo do agravamento da lesdo, quando
compararam-se os resultados do G3, com o grupo G1 e G2. Pode-se verificar
também que ocorreu a diminuicdo do marcador imunohistoquimico TNF-a, fato
demonstrado pela primeira vez.

Quanto ao G4, estudos onde adicionaram a linhaga na dieta e utilizaram a
analise de TNF-a, puderam servir de suporte aos achados positivos no presente
estudo. Cassini et al (2015)% apresenta de forma clara a diminuigdo nos
marcadores inflamatoérios (PCR e TNF-a) no grupo que recebeu 60g/ dia de
linhaca. Para Baranowski et al (2012)'%¢ a adigéo de oleo de linhaga na dieta teve
um efeito marcante sobre a MCP-1 e TNF-a no tecido adiposo de ratos,
reduzindo niveis destas citoquinas pré-inflamatdrias. Para concluir em estudo de
Grunfeld (1991)'%7, apresentou niveis aumentados de TNFa na maioria dos

pacientes, os quais tenderam a diminuir apés a utilizacdo do w-3.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Com base na bibliografia consultada e mediante resultados obtidos através
deste experimento, observa-se a incidéncia de diminuicdo do processo
aterosclerotico nos dois grupos onde foram testadas dietas com os alimentos
funcionais, Farinha de Chia e e Farinha de Linhaca.

Comparando os grupos que receberam adigdo do das farinhas de chia e
linhaca, observamos que os resultados foram semelhantes, sendo que em G3 e
G4 destacam-se por uma diminui¢cdo de triglicérides, assim como a diminui¢gado
dos niveis imunohistoquimicos de TNFa, fato este que ratifica estudos anteriores
que destacam a forte tendéncia das farinhas em atuar de forma efetiva na
diminuicdo dos niveis de TNF- a e com isso evitar com que a lesdo e
desenvolvimento da placa aterosclerética ocorra na camada intima da artéria
coronariana.

Contudo, inumeras diferengas podem surgir quando se alteram os
protocolos de estudo de um experimento, por isso, sugere-se um maior numero

de pesquisas envolvendo uma comparacéao direta entre estas farinhas funcionais.
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CONCLUSAO

Apoés analise criteriosa dos dados obtidos no presente trabalho observou-
se que o presente estudo obteve sucesso ao avaliar os efeitos da farinha de
linhaca e chia na aterogénese de coelhos submetidos a uma dieta
hipercolesterolémica a 0,25% de gema de ovo liofilizado, resultado este, que
corroborou com as expectativas impostas no objetivo geral.

De forma mais especifica, os resultados obtidos atingiram os objetivos de
forma satisfatoria, onde destacam-se :

Apos alimentar coelhos com dieta hipercolesterolémica acrescida com
farinha de chia e linhaca, observou-se que os animais apresentaram aumento de
colesterol em relacdo ao grupo controle, sendo efetiva a dieta proposta no inicio
da investigacdo. Quanto ao perfil lipidico, observou-se que os grupos que
ingeriram as farinhas, apresentaram reducédo do triglicerideos comprovando a
eficacia das Farinhas de Chia e de Linhaga. Quanto as avaliagdes histologicas e
imunohistoquimicas das aortas dos quatro grupos estudados, observou-se
alteracdes significativas, apenas nas avaliagdes imunohistoquimicas as quais
foram submetidos os grupos G3 e G4. Ou seja, o0s grupos onde foram
adicionadas farinha de chia e linhaga, apresentaram reducdo do marcadores
inflamatoérios TNF a, comprovando a eficacia destes alimentos funcionais para
protecao as doencas ateroscleréticas.

E por fim, em comparagao, os resultados obtidos com animais alimentados
com dieta hipercolesterolémica com farinhas de chia e linhaga, ndo apresentaram
diferencas, por isso, observa-se a necessidade de novos estudos fazendo a

comparagéo entre elas.
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EQUIPE DE PESQUISA:

Dalton Bertolim Précoma, Maynara Schuh, Ana Carolina Gradowski, Ana Flavia Champoski

INSTITUIGAO:

Pontificia Universidade Catélica do Parana

ESCOLA / CURSO:

Escola de Medicina / Escola de Medicina

ESPECIE DE ANIMAL SEXO IDADE /PESO | CATEGORIA | QUANTIDADE

Coelhos Macho | 4 meses/ 1,5kg B 40

O colegiado do CEUA em reunido no dia 30/08/2012, avaliou o projeto e emite o seguinte
parecer: APROVADO.

PUCPR de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificado e as
suas justificativas.

Se houver mudanca do protocolo o pesquisador deve enviar um relatério ao CEUA-PUCPR
descrevendo de forma clara e sucinta, a parte do protocolo a ser modificado e as suas justificativas.

Se a pesquisa, ou parte dela for realizada em outras instituicdes, cabe ao pesquisador ndo
inicia-la antes de receber a autorizagéo formal para a sua realizagéo. O documento que autoriza o
inicio da pesquisa deve ser carimbado e assinado pelo responséavel da instituicdo e deve ser
mantido em poder do pesquisador responsével, podendo ser requerido por este CEUA em qualquer
tempo.
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